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la presente invention concerne la preparation 

o 

de liposomes ayant un diametre maximal.de 1000 A , de 
preference de 200 a 500 A. Les parois de ces liposomes sont 
constitutes par des couches mono-, bi- ou multi-moleculaires, 
mais de preference par des couches bimoleculaires ayant une epais- 
seur approximative de 30 a 100 1. Les substances qui sont uti- 
lises pour la preparation des liposomes, repondent a la formule 
generale : 



X 



10 dans laquelle X est un groupe hydrophile polaire et Y estun groupe 
hydrophobe non polaire. Par exemple, X ddsigne un reste phosphate, 
carboxyle, sulfate, amino, hydroxyle ou choline et Y designe 
un reste d'hydrocarbure sature ou insature, par exemple un 
groupe alkyle, alcenyle ou alcynyle, qui pent Stre substitue le 

15 cas echeant,par exemple, par un reste aromatique ou cycloalipha- 
tique . 

Toutefois, ceci ne represente que quelques exemples 
de definitions tres avantageuses de X et Y. 

Pour encapsuler des medicaments et des substances 
20 analogues, il convient d*utiliser entre autres des phospholi- 
poldes'tels que la lecithine, la phosphatidylethanolamlne , 
la phosphat idyls erine, l'acide phosphatidique, etc. 

Pour preparer des liposomes, il convient d'utiliser 
' principalement deux precedes simples. Dans le premier precede, 
25 on ajoute un lipid© k une phase aqueuse et on chauffe ltgerement - 
le melange, puis on l'agite energiquement par secousses, apres 
quoi on le traite aux ultra-sons jusqu'k ce que les liposomes 
aient ete formes. Laur formation se manifeste par une clarifi- 
cation partielle et 1' apparition d'une legere opalescence bleu- 
30 atre. 

Dans le second procede, on prepare un systeme en dis- 
persion,de preference un collolde line aire, que l'on obtient 
de la facon la plus simple en transformant en minces pellicules, 
par evaporation du solvant, une phase dispersee dissoute dans 
55 ce solvant, et en faisant ensuite enbrer ces pellicules en , 
contact avec une phase continue aqxieuse ou non aqueuse, sous 
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agitation energique. Le systeme ainsi prodult est ensuito traits 
aux ultra-sons pendant une pericde prolongee de temps ; les mo- 
lecules de la phase dispersee s'orientent alors dans un ordre 
tout a fait determine, dont la structure est reproduite sur le 
5 schema suivant. Ces Edifices representent un etat particulie- 
rement favorable du point de vue tnermodynaaiique, en sorte qu l ils 
ont une grande stabilite et qu f ils peuvent 6tre conserves pendant 
des mois. 
Schema : 




10 X et Y ont les definitions donn^es ci-dessus. 

Dans les deux proced<Ss decrits. ci-dessus, les liposo- 
mes formes peuvent Stre sgpar£s du melange reactionnel, par exem- 
ple par ultra-centrifugation, chromatographic, etc. 

L f application des proced^s decrits offre un int£r£t 
15 particulier pour I'encapsulage de medicaments ou de substances 
actives cosmetiques, la dimension diam£trale maximale de 1000 A 
des liposomes obtenus repr^sentant un progres important par rap- 
port aux micro-capsules usuelles. 

On mentionne ci-apres trois propri£t£s de ces liposo- 
20 mes, en tant que nouvelles formes d r application d f un intdx^t 

particulier pour des substances actives pharmaceutiques ou cosci£- 
tiques. 

1 • les liposomes formes sont extrSmement stables 
et peuvent done protdger les solutions de substances chimiques 
25 qu'ilgtenferment (par exemple des medicaments, des protides, 
des enzymes, des hormones, des vitamines, etc.) de conditions 
ambiantes extremes ou nuisibles (par exemple pendant le passage 
dans les voies gastro-xntestinales) et ils permettent done £ga~ 
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lenient 1» administration par voie orale de medicaments sensibles. 

2. les liposomes individuels sont si pet its que leur 
pouvoir de penetration est extremement grand, ce qui permet de 
leur faire traverser sans difficult^ des membranes biologiques. 

5 3. Par le choix approprie" des substances utilisees 

pour la preparation des parois des liposomes, on peut influencer 
les charges exercees h la surface des liposomes et,par consequent, 
diriger ces derniers, avec la substance active. qu'ils renferment, 
preferentiellement dans un organe determine". Ainsi, par exemple, 

10 dans le cas de liposomes renfermant une lecithins et la st£aryl- 
amine, le potentiel de surface est positif , tandis que dans le 
cas de liposomes formes par exemple k partir de phosphatidyl- 
inositol, le potentiel de surface est negatif . 

1, 1 application therapeutique de nombreux medicaments, 

15 principalement de protec-hormones,telles que l'insuline, l'ocyto- 
cine, la vasopressine , 1'hormone adrenocorticotrope, la cal- 
citonine, la secrStine, la kallicreine, l'inhibiteur de kalli- 
creine, les relaxine-quinines, le glucagon, ainsi que d'autres 
medicaments facilement inactivables tels que 1» adrenaline, la 

20 tubocurarlne ou des drogues de resorption difficile telles que 
la digitaline, notamment la strophantine ou des steroldes tels 
que des oestrogenes ou la testosterone, a ete jusqu'a present 
limitee aux voies sous-cutanee ou intraveineuse , parce que ces 
composes sont decomposes dans l'estomac ou dans l'intestin en 

25 produits inactifs, ou parce qu'ils ne sont que diff icilement 
resorbes dans l'intestin. 

Dans tous les cas dans lesquels un tel medicament 
doit e-tre utilise" en therapeutique rSgulieretaent pendant des 
annees, une administration par voie orale signifie un grand 

30 progres. la presents invention permet de preparer 'une forme d' ad- 
ministration des medicaments mentionnes ci-dessus, notamment de 
l'insuline, que l'on peut faire absorber de facor, illimitee par 
voie orale, les substances actives encapsulees n'e"tant alors 
liberees qu'a l'endroit desire. 

55 Dans des tests effectues sur des souris blanches, il 

a possible d'engendrer par exemple un choc hypoglyedmique 
par administration orale d'une preparation d'insuline sous la 
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forms de liposome, avec le double de la dose qui etait necessai- 
re pour engendrer le choc par voie sous-cutanee. Chez des animaux 
temoins, mSme avec une dose 20 fois sup^rieure h. la dose habituel- 
le d 1 insuline,administree par voie o'rale, il n'.a pas ete possible 

5 de faire apparattre les -symptSmes d ! une action de 1* insulins. 
Dans un autre test d'activite des nouvelles preparations, on 
a administre a des souris blanches par voie sous-cutanee la dose 
usuelle de tubocurarine et par voie orale une dose 3000 fois plus 
forte, Toutes les souris trait£es par voie sous-cutanee sont 

10 mortes, tandis que les grandes quantity s administrees par voie 
orale n*ont engendre aucun sympt8n:e. Mais des que la tubocura- 
rine a ete* administree sous la forme incluse dans des liposomes 
de lecithine, les souris ont pu Stre tu£es avec la quantitd 
sous-cutanee de tubocurarine administree par voie orale. 

15 On a constate" que la quantity utilisde de compost 

X - Y (lipides) est determinante pour la preparation de ces 
liposomes administ rabies par voie ovale et que suivant le type 
du lipide, elle est optimale dans la gamme de 0,01 a 50 mg par 
millilitre de solution du medicament. 

20' Les liposomes conformes a l'invention conviennent, 

non seulement comme forme optimale pour des substances actives 
adminis trees par voie orale, mais aussi pour de. nombreuses autres 
applications. Ainsi, par exemple, 1* excellent pouvoir de pene- 
tration des liposomes permet une application extrSmement effi- 

25 cace de medicaments et de cosmetiques par application sur la 
peau. Les liposomes p&ietrent sans diff iculte dans la peau eb 
les tissus, si bien que des substances hydrosolubles peuvent 
agir k l*endroit desire, alors que d 1 habitude, elles ne peuvent 
pas pen^trer dans la peau. 

30 De mSme, la presente invention permet d.'obtenir des 

preparations de liposomes administ rabies par inhalation, agis3ant 
de. fa?on excellente, et. b. l f endroit desire. 
Exemple 1 

Pour encapsuler 300 mg de theophilline, on dissout 
35 9 mg de lecithine dans 10 ml de chlcro forme et on concentre par 
evaporation dans un ballon a fond rond, de maniere que la le- 
cithine re3iduelle soit repartie aiissi unif ornament que possible 
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sur la parol du ballon. Ensuite, la solution de theophylline 
(300 mg de theophilline dans 3 ml de tampon tris 0,1 M, pH 8,5) 
est introduite dans le ballon et agitee energiquement par se- 
cousses pendant quelques minutes. Apres la formation d'une emul- 
sion blanche, on traite cette emulsion aux ultra-sons pendant 
une demi-heure. Le systeme en dispersion se clarifie et la sus- 
pension des liposomes formes se presente comme un liquide pra- 
tiquement transparent. les vesicules formees.qui contiennent a 
present la solution de theophylline , peuvent etre separees de la 
lecithine non mobilisee dans la formation de la structure, 
par ultra-centrifugation pendant une heure a 100 000 g. 
Pour separer les liposomes de la solution de theophilline non 
incluse dans la structure, on procede a une chromatographie 
sur "Sepharose". 
Exemple 2 

Pour encapsuler 100 mg d'insuline, on dissout 3 mg 
de phosphatidylinositol dans 10 ml de chloroforme et on concen- 
tre la solutibn par evaporation dans un ballon a fond rond, , 
de maniere a former sur toute la paroi interieure une pellicule 
uniforme de phosphatidylinositol. Ensuite, on introduit dans le 
ballon une solution d'insuline (100 mg d'insuline dans 3 ml 
de tampon de phtalate 0,1 M, pH 4,0) et on effectue ensuite le 
meme trait ement que dans l'exemple 1 . 
Exemnle 3 

On dissout 1 g de trypsine dans 30 ml de tampon 
au phosphate 0,1 M,(pH 7) et on introduit la solution dans 
un ballon a fond rond de 500 ml, puis on superpose une couche 
de 15 ml de chloroforme contenant en solution 15 ml de lecithine. 
Ensuite, on raccorde le ballon a un evaporateur a couche mince 
et on le fait toumer tres rapidement a 30°C pour chasser le 
chloroforme par evaporation sous pression de 0,1 bar. L'emulsion 
qui se- forme est traitee aux ultra-sons comme dans l'exemple 1, 
et les liposomes sont ensuite separes du residu, egalement par 
chromatographie . 
Exemole 4 

On ajoute 4 mg de lecithine par millilitre a une 
solution de tubocurarine a 0,1 mg/ml et on maintient la solu- 
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tion a 350°C sous agitation permanente par secousses pendant un 
certain temp3 (10 a 20 mn). Ensuite, on trait e 1* emulsion formee 
aux ultra-sons pendant 15 a 30 mn, jusqu'a formation d'un collol- 
de presentant une opalescence bleuatre, ce qui est un indice de 

5 la formation des liposomes. Apres ultra-centrifugation pendant 
10 mn, au cours de laquelle la matiere lipidique non utilis^e 
dans la formation des liposomes se sedimente. on peut separer 
les liposomes de la solution non utilisee dans leur formation, 
par chromatographic sur colonne de "Sephadex" ou de "Sepharose 1 *. 

10 la suspension de liposomes ainsi obtenue peut Stre administr^e 
directement par voie orale, 
Exemple 5 

En proc^dant comme indiqui dans l*exemple 4, 
on trait e de I'insuline avec de la lecithine. tres pure pour 
15 former une preparation de liposomes pouvant fitre administr^e 
par voie orale # 
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REVEI7DICATI0ITS 
1. Liposomes contenant des composes chimiques, carac- 
terises par lc fait que ces composes sont enveloppes de couches 
de preference bimoleculaires, qui sont conformees en^liposomes 
extremement petit s, de diametre maximal egal a 1000 A , ces 
couches etant formees de substances de formule generale : 



dans laquelle X designe un groupe hydrophile polaire et Y 
designe un groupe hydrophobe non polaire. 

2. Procede de preparation de liposomes, caracterise 
par le fait que les liposomes sont produits par traitement aux . 
ultra-sons , d'un systeme en dispersion, la phase continue 

du systeme contenant a l'etat dissous le compose a encapsuler, 
tandis que la phase dispersee contient la substance formant les 
liposomes. 

3. Procede suivant la revendication 2, caracterise* 
par le fait que le systeme traite" en dispersion -est un systeme 
colloidal lineaire que l'on obtient par mise en contact de 
couches minces de la phase dispersee, sous agitation dnergique, 
avec la phase continue, 

4. Precede* suivant l ! une des revendications 2 et 3, 
caracterise* par le fait qu'on utilise des lipides ou r des lipol- 

des pour former ia phase dispersee. 

5. Procede suivant I'une des revendications 2 et 
3, caracterise par le fait qu«on utilise des phospholipides 

comae phase dispersee. 

6. Procede suivant l«une quelconque des revendications 
2 a 4, caracterise par le faitqu'il est applique a- l'encapsulage 
de medicaments, d« enzymes ou d*insuline. 

7. Procede de preparation d'insuline , administrate 
par voie orale, caracterise par le fait qu'on inclut l^insuline 
dans des liposomes qui ont un diametre maximal de 800 A, et de 
preference de 200 a 500 A et la matiere utilisee pour la reali- 
sation des liposomes consiste en substances de formule generale : 

X Y 
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dans laquelle X est un groupe hydrophile polaire et Y est un 
groupe hydrophobe non polaire. 

8. Procede suivant la revendication 7, caracterise par 
le fait, que les liposomes sont produits par traitement aux 
ultra-sons d*un systeme en dispersion, la phase continue du 
systeme contenant de l^nsuline disaoute, tandis que la phase 
dispersee contient la matiere qui forme les liposomes. 

9. Procede suivant l'une des revendications 7 et 8, 
caracterise. par le fait que le systeme traits en dispersion 
est un colloide lineaire que l*on obtient par.mise en contact 
de couches minces de la phase dispersee avec la phase continue, 
sous agitation energique. 

10. Proced€ suivant l'une quelconque des revendications 
7 a 9, caracterise par le fait qu'on utilise des lipides ou 

des lipoides pour la phase dispersee, c T est-a-dire comme matiere 
engendrant les liposomes. 

11 ♦ Procede suivant l l une quelconque des revendica- 
tions 7 a 9, caracterise par le fait qu'on utilise des lecithines . 
pour former la phase dispersee. 

12. A titre de produits industriels nouveaux, des 
liposomes obtenus notamment au moyen d T un proc<5d£ suivant l'une 
quelconque des revendications 2 a 11, 

13. Liposomes a base d l insuline, administ rabies par 
voie orale, obtenus notamment au moyen d l un proced£ suivant 
I'une quelconque des revendications 7 a 11. 
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